多药联合强化疗及骨髓移植很大程度上提高了儿童急性淋巴细胞白血病（ALL）的治愈率，但仍有一部分ALL患儿治疗失败[@b1]。白血病细胞耐药是导致白血病治疗失败最重要的原因，研究白血病细胞耐药的生物学特征有助于寻找难治性白血病的有效治疗方法[@b2]。microRNA（miRNA）参与细胞增殖、分化、凋亡、生长发育及肿瘤发生等众多生物过程[@b3]。越来越多的研究表明，miRNA通过调控耐药相关基因或者原癌、抑癌基因表达，在肿瘤细胞的化疗敏感性方面发挥重要作用[@b4]--[@b5]。

在前期研究中，我们发现一组与儿童ALL复发及预后相关的miRNA[@b6]--[@b7]，其中miR-181a在儿童ALL中异常高表达，但功能及作用机制尚不明确。为进一步阐明miR-181a在儿童ALL中的功能，我们检测了ALL患儿骨髓样本中miR-181a的表达，并研究了miR-181a在ALL细胞株CCRF-CEM细胞及耐药株CEM-C1细胞中的功能，以期阐明miR-181a在ALL细胞耐药中的作用，为儿童ALL的治疗提供新的思路。

对象和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：收集2009年1月至2011年12月中山大学第一附属医院诊治的初诊ALL患儿配对骨髓标本（同一患儿初诊-复发或初诊-完全缓解的2份骨髓标本为1对配对标本）18对，其中初诊-复发标本8对，初诊-完全缓解标本10对。18例ALL患儿中男12例，女6例，初诊时中位年龄6岁（3个月\~14岁6个月）。诊断分型及疗效判断参考文献[@b8]标准，其中FAB分型L~1~ 5例、L~2~ 9例、L~3~ 4例，免疫分型B-ALL 11例、T-ALL 7例。所有患儿均使用ALL ICB-FM2002方案[@b8]治疗。以5份健康孕妇捐献的脐血标本为正常对照。本研究通过中山大学临床研究伦理委员会的批准，所有受试对象或其监护人均签署知情同意书。

2．细胞株及细胞培养：人ALL细胞株CCRF-CEM细胞及其相应的耐药株CEM-C1细胞均购自中国科学院细胞库。细胞接种于含有15%胎牛血清、100 U/ml青霉素、100 U/ml链霉素的RPMI 1640培养液中，置于37°C、5%CO~2~培养箱中培养。

3．电穿孔转染法转染ALL细胞株：取对数生长期CEM-C1及CCRF-CEM细胞，调整细胞密度为10^6^/孔，应用Gene Pulser Xcell™电穿孔系统（美国Bio-Rad公司产品），将100 pmol micrOFF™ miR-181a抑制剂、micrOFF™ miRNA抑制剂阴性对照以10 µl体系电击转入CEM-C1细胞，将100 pmol miR-181a模拟物、miRNA模拟物阴性对照以10 µl体系电击转入CCRF-CEM细胞。电转条件：1 350 V，35 ms，1次电击。将电击完毕的细胞接种于12孔板中，1 ml完全培养基置于37°C、5%CO~2~的培养箱中继续培养24 h用于后续实验。每组设3个复孔，实验重复3次。

4．实验分组及细胞增殖水平检测：取对数生长期CCRF-CEM、CEM-C1、转染miR-181a抑制剂CEM-C1（anti-miR-181a）、转染miRNA抑制剂阴性对照CEM-C1（anti-miR-NC）、转染miR-181a模拟物CCRF-CEM（miR-181a过表达）及转染miRNA模拟物阴性对照CCRF-CEM（miR-NC）细胞，调整细胞密度为5×10^4^/孔，接种于96孔板，分别加入不同浓度（终浓度分别为0.01、0.1、1、10、100、1 000 ng/ml）喜树碱，并设置空白对照。每组设3个复孔，实验重复3次。培养22 h后每孔加入10 µl CCK-8（日本同仁公司产品），继续培养2 h，应用多功能酶标仪检测450 nm处吸光度（*A*）值，以630 nm处*A*值为参比波长。根据公式计算细胞增殖抑制率、半数抑制浓度（IC~50~）及耐药指数（RI）。$$\begin{matrix}
{细胞增殖抑制率（\% ） = （\text{1} - \frac{A_{\text{45}0\text{nm}实验组} - A_{\text{63}0\text{nm}实验组}}{A_{\text{45}0\text{nm}对照组} - A_{\text{63}0\text{nm}对照组}}） \times \text{1}00\%} \\
{\text{RI} = 耐药细胞系的\text{IC}_{\text{5}0}/亲本细胞系的\text{IC}_{\text{5}0}} \\
\end{matrix}$$

经验证，CCRF-CEM细胞及CEM-C1细胞IC~50~分别为2.32及3 488.00 ng/ml,CEM-C1 RI为1 500，证实CEM-C1细胞对喜树碱有很强的耐药性。

5．RNA提取及cDNA合成：按照TRIzol（美国Invitrogen公司产品）说明书提取患儿骨髓样本及正常对照RNA，采用M-MLV逆转录试剂盒（日本TaKaRa公司产品），应用含有茎环结构的逆转录引物（引物序列：GTCGTATCCAGTGCAGGGTCC-GAGGTATTCGCACTGGATACGACACTCAC，由深圳华大基因股份有限公司合成）合成cDNA。反应体系：总RNA 5 µl、miR-181a RT引物1.8 µl、U6 RT引物1.8 µl、dNTP 5 µl、5×M-MLV逆转录缓冲液6 µl、逆转录酶0.25 µl、RNA酶抑制剂0.6 µl，补DEPC水至30 µl。反应条件：16°C 30 min，42°C 45 min，85°C 2 min。

6．实时荧光定量PCR检测miR-181a的表达：采用SYBR PrimeScript™ RT-PCR试剂盒（日本TaKaRa公司产品）检测miR-181a的表达。引物序列：miR-181a上游引物：5′-GCGGTAACATTC-AACGCTGTCG-3′，下游引物：5′-GTGCAGGG-TCCGAGGT-3′；内参U6上游引物：5′-CGCTT-CGGCAGCACATATA-3′，下游引物：5′-TTCACG-AATTTGCGTGTCAT-3′。引物均由深圳华大基因股份有限公司合成。反应体系：cDNA2 µl、上下游引物各0.4 µl、2×SYBR mix 10 µl。加DEPC水至20 µl。PCR采用两步法进行，在LightCycler480荧光定量PCR系统（瑞士罗氏公司产品）上进行检测。反应条件：95°C，3 min预变性；变性95°C，15 s，退火延伸60°C，30 s，共40个循环。独立实验重复3次，目的基因相对表达水平以2^−ΔΔCt^表示。

7．统计学处理：采用SPSS 16.0软件进行统计分析，结果以至少3次独立实验的*x*±*s*表达，方差齐性检验采用Levene检验，两样本组间的比较采用*t*检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．miR-181a在ALL患儿骨髓样本及ALL细胞株中的表达：初诊-复发组中，患儿初诊及复发骨髓样本miR-181a相对表达水平分别为4.84±2.71、6.53±2.20，均显著高于对照组（1.41±0.53）（*P*值分别为0.017、0.001）。初诊-完全缓解组中，患儿初诊骨髓样本miR-181a水平为7.58±2.50，较对照组明显升高（*P*=0.000），而完全缓解骨髓样本miR-181a水平（1.35±0.35）下降，与对照组比较差异无统计学意义（*P*=0.863）。初诊-复发及初诊-完全缓解组患儿初诊骨髓样本miR-181a水平比较差异无统计学意义（*P*=0.069）。ALL耐药株CEM-C1细胞miR-181a表达水平为−4.39±0.08，较CCRF-CEM细胞（−2.32± 0.03）表达明显增高，差异有统计学意义（*P*=0.000）。

2．抑制miR-181a表达对CEM-C1细胞的作用：anti-miR-181a组miR-181a相对表达水平（−0.14± 0.12）较anti-miR-NC组细胞（−1.95±0.32）明显下降（*P*=0.000）。采用CCK-8法，观察各浓度梯度下细胞增殖情况，绘制细胞增殖抑制率曲线（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。结果显示，anti-miR-181a组细胞IC~50~=30.61 ng/ml，对照组anti-miR-NC组细胞IC~50~=2 255.00 ng/ml，RI= 73.67。可见抑制miR-181a表达后能显著增加耐药株CEM-C1细胞对喜树碱的敏感性。

![不同浓度喜树碱处理24 h对转染miR-181a抑制剂（anti-miR-181a组）及转染miRNA抑制剂阴性对照（anti-miR-NC组）CEM-C1细胞增殖抑制的影响（每次实验设3个复孔，实验重复3次）](cjh-36-01-053-g001){#figure1}

3．上调miR-181a表达对CCRF-CEM细胞的作用：miR-181a过表达组miR-181a的相对表达水平（−9.57±0.24）较miR-NC组细胞（−0.79±0.26）明显上调（*P*=0.000）。采用CCK-8法，观察各浓度梯度下细胞增殖情况，绘制细胞增殖抑制率曲线（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。结果显示，miR-181a过表达组细胞IC~50~=126.60 ng/ml，对照组miR-NC组细胞IC~50~=1.34 ng/ml，RI= 94.26。可见上调miR-181a表达后能显著增加CCRF-CEM细胞对喜树碱的耐药性。

![不同浓度喜树碱处理24 h对转染miR-181a模拟物（miR-181a过表达组）及转染miRNA模拟物阴性对照（miR-NC组）CCRF-CEM细胞增殖抑制的影响（每次实验设3个复孔，实验重复3次）](cjh-36-01-053-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

多数ALL患者在化疗初期对药物敏感，但是初治缓解的患者经过一段长短不等的缓解期后大部分会复发，复发的白血病细胞对原方案药物很快产生耐药性，甚至对以前从未用过的、结构和作用机制完全不同的药物也产生交叉耐药性，即多耐药性（multidrug resistance, MDR）。白血病细胞耐药性的产生是导致化疗失败的重要原因之一。目前，临床上对ALL细胞耐药性还缺乏有效的对策，仅限于通过联合使用作用机制不同的药物来防止或延缓耐药细胞的过度增殖。但是，由于MDR细胞的存在，这一措施往往难以奏效。因此，探索更加积极有效的克服耐药性的途径已成为当前白血病研究中的重大课题[@b1]。近来，miRNA在肿瘤细胞耐药形成中发挥的作用已引起广泛关注。Si等[@b4]报道乳腺癌细胞系MCF7细胞中抑制miR-21的表达可增强MCF7细胞对拓扑替康的敏感性，Xia等[@b5]报道miR-15b、miR-16在多耐药胃癌细胞系SGC7901/VCR细胞中表达下调，上调其表达能增加SGC7901/VCR细胞对长春新碱的敏感性。

目前，不少研究团队报道了miR-181a在多种肿瘤的复发和耐药中发挥了重要作用。miRNA芯片结果显示，在多种肝癌耐药细胞株中miR-181a均有上调，可见miR-181a在肝癌细胞耐药中发挥作用[@b9]。Lwin等[@b10]报道，在非霍奇金淋巴瘤中，过表达miR-181a可抑制促凋亡蛋白Bim，从而在滤泡树突细胞药物抵抗中发挥作用。Ke等[@b11]报道在宫颈癌放疗不敏感的临床样本及细胞系中，miR-181a异常高表达，其通过靶向促凋亡蛋白激酶PRKCD抑制放射诱导的凋亡，减少G~2~/M期细胞阻滞。Ota等[@b12]检测291例乳腺癌患者miR-181a表达情况并随访分析，发现miR-181a在乳腺癌复发组中异常高表达，可作为独立预后因素，提示预后不良。我们的研究结果与以上研究报道一致。miR-181a在儿童ALL初发及复发患者中明显高表达，完全缓解组与正常对照组差异无统计学意义，这一结果表明miR-181a可能在ALL的发生及发展进程中发挥重要作用，或与白血病的复发有关。我们进一步研究miR-181a在ALL耐药细胞株的表达和功能发现，miR-181a在耐药株CEM-C1细胞中明显高表达，抑制miR-181a能明显增加CEM-C1细胞的药物敏感性；同时，上调ALL细胞株CCRF-CEM细胞中miR-181a能明显提高其对喜树碱的耐药性。

然而，也有少量研究表明miR-181a在提高肿瘤细胞药物敏感性上发挥作用。miR-181a在柔红霉素抵抗的白血病细胞系K562/A029细胞及阿糖胞苷抵抗的白血病细胞系HL-60/Ara-C细胞中均表达下调，过表达miR-181a能靶向BCL-2促进细胞凋亡，从而提高白血病细胞对柔红霉素、阿糖胞苷的敏感性[@b13]--[@b14]。这与我们的研究结果相反，分析原因可能是肿瘤类型、肿瘤细胞微环境、靶基因的差异及miRNA本身作用的复杂性，导致同一miRNA在不同肿瘤甚至同种肿瘤中发挥的不同甚至完全相反的作用[@b14]。鉴于此，可通过更大样本研究对miR-181a在不同类型的肿瘤中的功能进行更全面更深入的探讨。

miRNA通过与靶基因mRNA的3′非编码区特异结合在转录后水平调控基因的表达，参与众多生物过程。目前miR-181a已经鉴定的靶基因有Bim[@b10]、K-ras[@b15]、Bcl-2[@b13]--[@b14]、Prox1[@b16]、hox A11[@b17]等。在ALL细胞耐药中，miR-181a通过与哪些靶基因结合，从何发挥作用尚待进一步研究。

本研究中，我们对miR-181a在ALL患儿中的表达及其在ALL细胞株CCRF-CEM细胞、耐药株CEM-C1细胞的作用进行了初步的探讨，发现miR-181a可能与儿童ALL复发及细胞耐药性有关，并证实过表达miR-181a能提高CCRF-CEM细胞的耐药性，抑制miR-181a表达能增加CEM-C1细胞对喜树碱的敏感性，为难治性白血病的治疗提供了新的思路。
